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癌に対するパルス色素レーザーによる光線力学的治療効果
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東京医科大学外科第一講座（指導：教授加藤治文）
Photodynamic　Therapy　with　a　Pulse　Dye　Laser　for　Cancer
Takahisa　KITO
Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　Photodynamic　therapy　for　cancer　was　performed　using　the　excimer　dye　laser　with　pulse　oscilla－
tion　in　implanted　tumors　growing　subcutaneously　in　the　mouse．
With　a　fixed　wavelength　at　625　nm，　an　output　of　4　mJ／pulse，　pulse　oscillation　half－width　at　10
nsec，　and　oscillation　frequency　at　5　Hz，　the　excimer　dye　laser　was　applied　to　the　skin　surface　for
30　minutes　in　mice　implanted　with　tumor　tissue．　Temperature　within　the　tumor　showed　an　elevation
of　only　O．50C　compared　with　that　before　the　laser　application．
　The　excimer　dye　laser　was　applied　24　hour　after　administration　of　hemotoporphyrin　derivative
at　a　dose　of　5　mg／kg　to　each　cancer－bearing　mouse．
　Tumors　were　removed　from　sacri£iced　mice，　sectioned　and　stained　with　H．E．　Tumor　nuclei　were
poorly　stained　at　a　depth　of　10　mm　below　the　area　of　surface　skin　to　which　the　laser　was　applied，
and　cytoplasm　showed　vacuolization．
　Thus，　the　therapeutic　effects　noted　could　not　be　ascribed　to　hyperthermia　effects　but　rather　were
due　to　photodynamic　effects．
はじめに
　腫瘍に対して親和性を持つ光感受性物質として研
究が進められているヘマトポルフィリン誘導体
（Hematoporpyrin　Derivative以後HpDと略す）
は牛の血液より取り出されたヘマトポルフィリンを
酢酸と硫酸の処理によって1960年にLipsonら1）に
より生成された．翌年，彼らはHpDを人に静脈注
射した後，HpDが腫瘍部位に集中して蓄積している
状態を赤い蛍光を用いて確認した．その後，HpDを
用いた癌の診断治療の研究が順次進み，1978年に
Doughertyら2）はアルゴン色素レーザーを用いて，
HpDの光化学反応によりマウス乳癌の治療に成功
した．1978年に早田・加藤等はHpDとレーザーを
併用する癌の診断・治療効果に注目し，Dougherty
の協力のもとに研究を進めた．その結果，初期の肺
癌等にHpDは充分な診断・治療の効果を持ってい
る事を確認した3）4）5）．
　光線力学的治療効果は光感受性物質であるHpD
が存在する部位にHpDの吸収帯のレーザー光を照
射する事により認められる．たとえ，癌組織にHpD
が存在していても光が照射されなければ治療効果は
認められない．この為，治療効果を上げるには，光
感受性物質に対応した光を癌組織の深部に到達させ
る必要があり，レーザー光の出力を増強する方向で
研究がなされてきた6）7）．しかし，連続発振のレーザ
（1992年9月21日受付，1993年1月29日受理）
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Fig．　2　Tumor　tissue　after　laser　application
　　HpD：5mg／kg，　Laser　application　at：5Hz
　　Output：5　mJ／pulse，　Energy　in　total：50　J
Fig．　1　A：Laser　fiber，
　　　　　B　：thermocouple　thermometer，
　　　　　T　：tumor
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Fig．　2－A　Epidermal　tissue　after　laser　treatment
　　　（at　the　place　of　laser　application）
　　　Fig．　2－B　Tumor　tissue　after　laser　treatment
　　　　　　（at　the　spot　of　laser　application）
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Fig．　2－C　Tumor　tissue　after　laser　treatment
　　　（at　the　place　without　laser　application）
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Fig．　3　Tumor　tissue　after　laser　treatment
　　HpD：5　mg／kg，　Laser　application　at：15　Hz，
　　Output：5　mJ／pulse，　Energy　in　total：50　J
‘
Fig．　4　Tumor　tissue　after　laser　treatment
　　HpD：without，　Laser　application　at：30　Hz，
　　Output：5　mJ／pulse，　Energy　in　total：50　J
一で出力を上げると照射された部位の温度上昇がレ
ーザー出力と比例して認められる8）．レーザー照射
に伴う組織温度が45℃以上になると，正常組織に
も細胞崩壊をきたし，HpDの腫瘍部局在性の特性を
生かす事ができなくなる．本研究では，連続発振の
色素レーザーをパルス発振の色素レーザーに変えて
照射することにより組織内の温度上昇を抑え，マウ
ス移植腫瘍において光線力学的治療効果を組織学的
に観察したので報告する．
実験材料と方法
　実験材料
　治療実験動物としてBalb／c系マウス（三二ラボ
東京）三週齢を30匹使用した．マウスにmKSA細
胞（mouse　kidney　sarcoma国立予防衛生研究所加
藤賢三博士より提供）を106個を背部皮下に移植し
て，1週間後に腫瘍直径が約15mmに成長したもの
を使用した．
　レーザー照射に伴う腫蕩組織内の温度測定
　mKSA細胞を移植し腫瘍直径15　mmの大きさマ
ウスを10匹用い温度測定を行なった．マウスをエー
テル麻酔後，レーザー照射方向に対して垂直の方向
から27ゲージの注射針の先端部位の内部に埋め込
んだ微細熱電対の先端（助川電気東京）を腫瘍表面
より5mmの深さに刺入した（Fig．1）．その腫瘍内
での電位変化をデジタルボルトメーター（武田理研
東京）にて測定した．測定した電位の値は標準温度
変化に対して電位状態を計測した検量線を作成して
温度として換算した．
　エキシマ色素レーザーの波長625nm，出力5mJ／
pulse，　pulse発振半値幅10　nsec．で発振周波数を（1
Hz，5Hz，10　Hz，15　Hz）の各周波数で30　sec．照
射し，担癌マウスを各5匹用い腫瘍組織内の温度を
観測した．また，発振周波数5Hz時の時間経過に伴
う腫瘍組織内の温度変化を担癌マウス5匹を用い観
測した．
　また，アルゴン色素レーザー波長625nmの連続
光を200mWで30分間にわたり照射し，同じ深さ
において移植腫瘍組織内の温度を担癌マウス5匹に
て観察した．
　エキシマ色素レーザーによる治療法
　担癌マウスにHpDを5mg／kg体重を尾静脈よ
り投与し24時間後にエキシマ色素レーザーを波長
625nm（色素：ローダミン640を使用），　pulse発振
半値幅10nsec，出力5mJ／pulse，の状態で5匹のそ
れぞれのマウス腫瘍に発振周波数を5Hz，15　Hzと
変化させて照射した．また，比較のためHpD非投
与群腫瘍に発振周波数15Hzで照射した．これらの
レーザー照射は各々の照射時間を5Hz；33．3分，15
Hz；3。3分と変え全照射エネルギー量を50　Jにな
る』謔､に調整した．レーザー照射したmKSA移植
腫瘍は24時間後にマウスより摘出し中性ホルマリ
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Table　1　lntra－Tumor　Temperature　（eC）　accord－
　　ing　to　the　lrradiation　Frequency　of　Ex－
　　cimer　Dye　Laser
Table　2　lntra－Tumor　Temperature　（eC）　with
　　Laser　lrradiation　at　a　Wavelength　of　625　nm
1
frequency　（Hz）
　5　10
min．　Ar　Dye　Laser　Excimer　Dye　Laser
　　　mean　st．　dev．　mean　st．　dev．
15
1
2
3
4
5
26．5
26．2
26．4
26．5
26．3
26．4
26．6
26．5
26．8
26．5
27．2　27．4
27．4　27．5
27．2　27．5
27．4　27．6
27．3　27．5
mean 26．38 26．56 27．3　27．5
st．　dev．　O．130O．152 O．100　O．071
Condition　of　laser　irradition　in　to　tumor；
wavelength：625　nm，　power：5　mJ／pulse，
puls　duration：10　nano　secound，　irradiation：　for
30　secound
1．
2．
3．
4．
5．
6．
7．
8．
9．
10．
15．
30．
27．1
29．2
30．4
31．0
31．8
32．2
32．5
32．8
32．9
32．8
32．8
33．1
O．210
0．155
0．140
0．125
0．133
0．140
0．125
0．135
0．120
0．122
O．150
0．143
27．1
27．3
27．3
27．4
27．3
27．4
27．4
27．3
27．4
27．5
27．4
27．6
O．185
0．173
0．148
0．144
0．120
0．136
0．127
0．118
0．140
0．131
O．142
0．127
Condition　of　laser　irradition　in　to　tumor
ンで固定後，組織切片を作製，ヘマトキシリン・エ
オジン染色して光学顕微鏡にて観察した．
結 果
　レーザー照射に伴う腫瘍組織内の温度測定
　エキシマ色素レーザーをHpD非投与群5匹のマ
ウス皮下移植腫瘍の直上より照射した．照射条件は
波長625nm，出力5mJ／pulse，　pulse発振半値幅10
nsec．で30秒間行った．レーザー照射前の腫瘍内温
度は26．10℃±0．10で，発振周波数を変化させたと
きの腫瘍内温度の平均値と標準偏差は，1Hzでは，
26．38℃±0．13で5Hzでは26．56℃±0．15，10　Hz
では，27．3℃±0．10，15Hzでは27．5℃±0．071で
あり，腫瘍内温度の変動は発振周波数を15Hzに変
えても2℃以内にとどまった（Table－1）．
　エキシマ色素レーザー発振周波数を5Hzに固定
して，上記と同一条件でレーザー照射して時間経過
に伴うマウス移植腫瘍組織内の温度変化を観測し
た．腫瘍内温度は30分経過後，レーザー照射前の体
温と比較し0．5℃以内の温度上昇にとどまり，実測
値が27．6±0．127℃であった．一一方，アルゴン色素
レーザーの波長625nmの連続光を出力200　mWで
30分間照射すると腫瘍内温度は約6℃上昇し，
33．1℃±0．143となった（Table－2）．
　以上のことから，発振半値幅10nsec．のパルスレ
ーザーであるエキシマ色素レーザーを波長625nm
で1pulse当たり5mJ照射するとその光量は500
Excimer　dye　laser　（pulse　wave）；
wavelength：625　nm，　power：5　mJ／pulse，　puls　dura－
tion：10　nano　secound，　irradiation：for　30　minutes．
Ar　dye　Laser　（continuous　wave）；
wavelength：625　nm，　power：200　mW　irradiation：
for　30　minutes．
KWとなった．これにもかかわらず5Hzで発振す
ると，腫瘍組織内温度上昇は照射前とほぼ等しく，
恒常性が保たれていた．
　エキシマ色素レーザーによる治療効果
　HpDを5mg／Kg体重で投与し，24時間後に担癌
マウスの腫瘍部位の皮膚直上より波長625nmのエ
キシマ色素レーザーを発振周波数5Hz，出力5mJ／
pulseで照射して，照射法エエネルギー量を50　Jと
した．照射後24時間で摘出，固定し移植腫瘍全体像
をFig－2に示す．レーザーを矢印方向より照射し，
その部位の表皮組織（A）は正常の形態を維持して
いる．しかし，皮膚の内側に存在する腫瘍組織（B）
は照射部位より離れた腫瘍組織（C）に比べ治療効
果が現れ，その部位の核でヘマトキシリン染色性の
低下を示していた．
　Fig．2で示した全体像を200倍率で観察すると，
レーザー照射部位の表皮組織（A）は正常の形態を
示している．照射部位の真皮組織において，形態が
正常組織と比べて多少のくずれを示している部位で
も，毛根の形態は正常像を示した（Fig．2－A）．同時
（4）
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に，表皮に浸潤する腫瘍組織（B）ではレーザー入射
部位の皮膚表面より約10mmの深さにわたり核の
染色性が悪く，細胞質の気泡化が殆ど全ての細胞で
見られた（Fig．2－B）．しかし，レーザー照射部位よ
り僅かに離れ，照射が不十分と思われる部位の腫瘍
細胞（C）は変性像を示さず，分裂期の細胞像も確認
された（Fig．2℃）．
　担癌マウスにHpDを上記と同様に投与した腫瘍
に，レーザーの出力5mJ／pulse，発振周波数を15
Hzに繰り上げて照射して，全エネルギーを50　Jと
した．その組織像をFig，3に示す．
　移植腫瘍組織に接する矢印の方向よりレーザーが
照射された皮膚は稀薄化が観察され，皮膚の表皮細
胞の核は染色されず，全体的に気泡化が目立ち変性
を示した．一方，真皮組織においても毛根の形態は
確認されず，全体的に細胞が変性を呈し気泡化して
いた．
　腫瘍組織は発振周波数5Hzの場合Fig．2より広
い範囲にわたって核の融解や細胞質の気泡化が生
じ，細胞変性が核のヘマトキシリン染色性の低下と
してより顕著に観察された．この現象は皮下10mm
以上の深部まで到達しており，レーザー治療効果が
腫瘍組織を貫通した状態として確認された．しかし，
レーザー照射部位から僅かに離れた腫瘍組織の一部
周辺には変性を受けないヘマトキシリンに濃染する
腫瘍細胞核が残存していた．
　一方，HpD非投与群の腫瘍にレーザーの出力5
mJ／pulse，発振周波数を30　Hzに上げて，全エネル
ギーを50Jとした腫瘍組織全体像と皮下組織像を
Fig．4に示す．矢印はレーザー照射方向を示す．皮
膚の表皮組織では細胞核は形態的な変性は軽度で，
毛根等も正常状態を保持されており，この条件のレ
ーザー照射では正常組織に障害とならなかった．同
時に皮下に存在する腫瘍細胞核はヘマトキシリンに
濃染しており，細胞質に気泡を認めず全体的に変性
は観察されなかった．
考 察
　現在，連続レーザー発振するアルゴン色素レーザ
ーによってHpDを励起し，癌治療の研究が進めら
れている．しかしながらアルゴン色素レーザーによ
る光線力学的治療効果は照射表面より5～8mmの
深さまでしか到達していないのが現状である5）．治
療効果を向上させるために，アルゴン色素レーザー
の出力を向上させると，照射部位の温度が上昇し
HpDの取り込まれていない正常部位でも温度上昇
に伴う変性を起こしてしまう危険性を生じる6）．温
度上昇なしに癌組織に集積しているHpDを励起し
て癌組織を治療するためには瞬間的に高密度の光照
射が理想的である．この目的にかなった考えに基づ
き，筆者はエキシマ色素レーザーのパルス照射法を
光線力学的治療実験：に使用した．
　エキシマ色素レーザーの照射によってHpDを含
有する表在性腫瘍は深さ10mm以上にわたって明
確に治療効果があった．この時の照射全エネルギー
は50J／cm2であった．この治療効果はアルゴン色素
レーザーで，全エネルギー200J／cm2照射による
5～8mmの治療効果5）7）に比較し明らかに優位が確
認された．
　エキシマ色素レーザーは1pulseのレーザー発振
持続時間の半値幅が10nsec．と極端に短いパルスレ
ーザーであり，発振周波数を5Hzに抑え，組織透過
性の良い波長625nmにし，照射すると腫瘍組織内
での温度上昇を抑え，熱による変性を起こさなかっ
た．この為にHpDの蓄積している癌組織のみにレ
ーザー照射による光化学反応による治療が期待でき
ることも今回の実験結果は良く説明している．
　光感受性物質であるHpDは癌組織に対して高い
親和性をもっていることが確認されているので1），
HpDの蛍光スペクトルを観察する事によって癌組
織の局在診断への臨床応用への研究が行なわれるよ
うになった9）．また，HpDの集積している癌組織に
HpDの吸収帯の波長のレーザーを照射し癌組織を
光化学反応により崩壊させる事も可能になり，癌の
治療にも応用されている3）．特に，早期癌の治療には
根治性が報告され，非観血的な癌の特異的治療法と
して注目されている5）．
　筆者の施設においても1978年以来，基礎研究や臨
床応用にPDTを導入し，肺癌を中心に300例を越
す症例に適応してPDTを行なってきた5）．
　本論文ではパルス色素レーザー照射による癌組織
内の温度変化や治療効果の組織内深達度など未解明
を明らかにすることができた．結果として，光線力
学的治療法が高温による変性でなく癌親和性の高い
光感受性物質による光反応で行なわれる事が明らか
にされ，臨床応用への将来展望をさらに確実なもの
とした．
　稿を終えるにあたり，御指導，御高閲を賜りまし
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一　130　一 東京医科大学雑誌
た加藤治文教授に，深甚なる深謝を捧げます．また
直接御指導頂きました曾沢勝夫教授ならびに，外科
学教室の各位に心から謝意を表します．ご高覧頂い
たJ．P．Barron教授に厚く感謝いたします．
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